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1. Resumen.          
A lo largo del proceso de elaboración del vino existe una inmensidad de parámetros que precisan un 
control exhaustivo para conseguir un producto de calidad que cumpla con requisitos que pueden estar 
establecidos previamente por la bodega o el laboratorio, o incluso regulados por normativa tanto 
nacional como internacional.  
Una de las etapas de interés en este proceso es la fermentación maloláctica, mediante la cual el ácido 
málico en presencia de determinadas bacterias se transforma en ácido láctico.  
Dentro de la importancia de esta fermentación, resalta su efecto en las características del vino ya que 
el ácido málico influye en la calidad sensorial y la estabilidad microbiológica, produciendo además 
una disminución de la acidez.  
En este trabajo se ha utilizado un conjunto de muestras formado por vinos, mostos, cavas (tanto 
blancos como tintos) y vinos dulces, todos ellos procedentes de uvas cultivadas en zonas de clima 
cálido, que se analizan mediante cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC), siendo éste el 
método de referencia, y por medio de espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). 
Los espectros obtenidos se correlacionan con el método de referencia mediante técnicas 
quimiométricas, concretamente con el uso de la regresión por mínimos cuadrados parciales, con la 
finalidad de desarrollar un método que permita la determinación de los ácidos málico y láctico en las 
muestras a partir de los espectros.  
Tras los ajustes realizados podrán llevarse a cabo cuantificaciones más rápidas con un simple análisis 
de FTIR, y prescindiendo del HPLC, método que consume por un lado más tiempo, más reactivos, y 
también costes de mantenimiento elevados. 
Este método, además de permitir la determinación de dichos ácidos, nos da la posibilidad de hacer un 
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2. Summary. 
There is a huge range of parameters along the wine’s elaboration process. In order to obtain a high 
quality product, which approach the requirements established by the laboratory or the winery, is 
required an exhaustive control of these parameters. The requirements may also being regulated by 
national or international regulations. 
The malolactic fermentation is one of the stages of interest in the wine’s elaboration process; in this 
fermentation the malic acid is transformed into lactic acid in the presence of certain bacterias. 
Within the importance of this fermentation, its effect on the wine properties is highlighted according 
to the effects of the malic acid in the sensory quality and microbiological stability; as well as it could 
also decrease its acidity. 
Wines, musts, cavas (red and white ones) and sweet wines samples were studied in this project. All of 
the samples were taken from warmer climate grapes, and analysed by high performance liquid 
chromatography (HPLC), which was used as the reference method; and by Fourier transform infrared 
spectroscopy (FTIR). 
The spectrums results obtained, were correlated with the reference method by chemometric 
techniques, specifically by using partial least square regression, so as to develop a method that allows 
determination of malic and lactic acids in the samples. 
Faster quantifications could be carried out by a simple FTIR analysis after Mathematical adaptations; 
avoiding the HPLC, method that requires more time, more chemicals and high maintenance costs. 
This method, beside to allow to do acid determinations, gives us the chance to do further studies 
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3. Introducción. 
3.1. Papel de los ácidos orgánicos en vino y uva. 
A la hora de elaborar vinos de calidad, es necesario llevar a cabo un control constante de los distintos 
parámetros químicos que influyen en su estabilidad físico-química y microbiana. Son numerosos los 
trabajos dedicados al estudio y mejora de la monitorización de diferentes parámetros de interés 
mediante el desarrollo de métodos de análisis aplicables en el campo enológico, que aúnen bajo costo, 
rapidez, exactitud y precisión junto con un gasto limitado de reactivos y con una mínima preparación 
de la muestra con respecto a los tradicionales. 
El seguimiento que se realiza en la elaboración de un vino es un proceso muy complejo ya que desde 
que la uva madura, se obtiene el mosto, y hasta que el vino es embotellado, hay una gran cantidad de 
etapas en las cuales las características de dicho producto van cambiando, es decir, nos encontramos 
con una matriz cambiante y por ello es de interés disponer de una instrumentación que se adapte a 
estas variaciones constantes mediante la medida de una serie de parámetros. Para ello, hay que partir 
de que se está tratando con un medio químico muy complejo, debido a que está formado por 
compuestos en constante cambio, siendo algunos de ellos claramente mayoritarios y también entre 
todos los compuestos presentes, pueden interaccionar entre sí y, además,  son sensibles a variaciones 
como la temperatura, que pueden modificar drásticamente sus características, provocando tanto 
mejoras como alteraciones que podrían ser irreversibles y/o indeseables. Dentro de estos parámetros se 
encuentran, entre otros, el etanol, el glicerol, el grado alcohólico, la acidez total, el pH, la 
concentración de SO2, la concentración de azúcares reductores, las antocianinas, los polifenoles, la 
glucosa, la fructosa, la acidez volátil, los ácidos (tartárico, glucónico, málico, láctico, acético, 
cítrico,…), y algunos otros menos habituales [1]. 
En el caso concreto de los ácidos orgánicos, estos compuestos afectan tanto a las características 
sensoriales de los vinos como a su estabilidad. Se caracterizan en primer lugar por su carácter ácido y 
con ello por la ionización y liberación de iones H+: 
RCOOH ↔ RCOO- + H+ 
Justamente por este carácter ácido, los ácidos orgánicos son los componentes responsables del pH del 
vino y por ello afectan notablemente a la estabilidad físico-química y microbiana de los vinos. De 
hecho, el pH es el parámetro más habitualmente determinado en los mostos y vinos.  
Se suele hacer una diferenciación común entre aquellos ácidos producidos en la uva (tartárico, málico 
y cítrico), y los que se originan fundamentalmente en los procesos de fermentación (succínico, láctico 
y acético). Los tres primeros pueden añadirse legalmente al vino [2]. El motivo para que esté 
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permitido la adición de esos ácidos y no la de otros, es puramente económico, dado que en la mayor 
parte de los casos se extraen de los residuos de la vinificación y por tanto, incrementan el valor de los 
subproductos de la misma. 
En la tabla 1 aparecen los principales ácidos orgánicos en mostos y vinos y sus concentraciones 
medias: 
Tabla 1. Características de los ácidos orgánicos principales en mosto y vino [3]. 






























Ácido acético (AA)/               
Ácido etanoico 
  
 >0,2 (acidez volátil) 
El pH adecuado para vinos blancos está entre 3,0 y 3,4, y, para los tintos entre 3,3 y 3,9 [3]. Los 
ácidos málico y láctico son ácidos fuertes, con un pKa de 3,46 y 3,81, respectivamente, encontrándose 
en el vino parcialmente neutralizados y parcialmente libres (no muy disociados).  
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3.1.1. L-(-)-ácido málico (AM). 
Este ácido se encuentra en todos los organismos vivos, pudiendo contener un mosto de uva verde hasta 
25 g/L, concentración que va disminuyendo conforme la uva madura y se produce la respiración 
metabólica, ya que sirve como combustible [4], siendo por tanto un indicativo del proceso de 
maduración. Según la región, la concentración será mayor (4-6,5 g/L en zonas septentrionales) o 
menor (1-2 g/L en climas cálidos), ya que es más consumido en la maduración [5].  
El sabor del vino se verá modificado según su concentración, ya que este ácido actúa como un 
“mezclador” de sabor, dando un perfil más natural. Además inactiva trazas de iones metálicos por 
unión o quelatación, previniendo al vino de la turbidez. Sin embargo, en vinos tintos, su control es 
especialmente interesante dado que ante la posibilidad de sufrir ataques microbianos, en bodega se 
suele facilitar el desarrollo de la fermentación maloláctica, de manera que se consuma prácticamente 
todo el ácido málico inmediatamente después de la fermentación alcohólica o incluso, en paralelo en 
algunos casos. La fermentación maloláctica (figura 1), se lleva a cabo por bacterias de los géneros 
Oenococcus, Pediococcus, Lactobacillus y 
Leuconostoc [6, 7], y puede mejorar la calidad 
sensorial (suavizando el vino [8], por ejemplo), la 
estabilidad microbiológica y disminuir la acidez 
del vino. Es por ello, que su control es habitual en 
la vinificación en tinto.        Figura 1. Esquema de la fermentación maloláctica. 
3.1.2. Ácido láctico (AL). 
Este ácido resulta de la degradación del ácido málico durante la fermentación maloláctica (FML) [5], 
siendo el isómero L(+) el mayoritario (0-5 g/L) (D(-), 180-400 mg/L), pero es importante controlar su 
concentración porque las bacterias lácticas pueden usarlo como energía [9]. 
3.2. El vino y derivados como muestras a estudiar. 
Por los motivos comentados en el apartado anterior, es habitual el control de los ácidos orgánicos en 
mostos y vinos [8, 10, 11] y además en relación con el papel que tienen en las propiedades 
organolépticas, estabilidad y aceptabilidad. De hecho, también se han realizado estudios que han 
permitido obtener información de la bebida acerca del origen, procesado y envejecimiento [12], o 
clasificarlas y/o identificar su origen [13]. Malacarne y colaboradores [14] desarrollaron un modelo 
que permite predecir la inestabilidad del ácido tartárico en vinos y Danilewicz y colaboradores [15] 
estudiaron el rol de los ácidos tartárico y málico en la oxidación del vino.  
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3.3. Revisión de los principales métodos analíticos para determinar ácidos orgánicos 
usados en la caracterización de vinos y derivados. 
Se han estudiado métodos enzimáticos y colorimétricos, comparándolos con resultados obtenidos 
mediante métodos cromatográficos [16, 17]. 
Los métodos cromatográficos están muy extendidos en este campo desde los 70, cuando se comenzó 
con cromatografía en capa fina (TLC) como método de separación e identificación de ácidos [18], y 
usando TLC  junto a la cuantificación mediante cromatografía de gases (GC) [19]. Pero la GC es 
costosa y compleja, y está muy restringida debido a que la mayoría de los ácidos de cadena corta son 
no volátiles, necesitando otros tratamientos, por lo que resulta tediosa. Los detectores más usados 
fueron los de ionización de llama (FID) [20, 21] y espectrometría de masas (MS) [20]. Hay que indicar 
aquí, que durante mucho tiempo se ha usado y se sigue usando la TLC como medida cualitativa del 
desarrollo de la fermentación maloláctica en bodega, debido a su simplicidad, obviamente sólo a nivel 
cualitativo para determinar inicios o fin de fermentación maloláctica. 
En el caso de la cromatografía de líquidos, han sido varios los detectores que se han ensayado y los 
sistemas de separación empleados. Frayne y colaboradores [17] usaron una columna de intercambio 
iónico doble en HPLC con detector ultravioleta (UV) y de infrarrojo (IR) para alcoholes, azúcares y 
ácidos. Se recomendaron, para determinar AT, AM y AL, el uso de fase reversa, y para AC y AA las 
columnas de intercambio iónico [22], con las cuales hay que tener un control del pH constante ya que 
implica que los ácidos deben estar  en su forma iónica. García Romero y colaboradores [23] 
propusieron un método basado en HPLC para determinar varios ácidos en vinos, mostos y vinagres. Se 
publicó un estudio [24] en el cual se compararon la fase reversa, la exclusión iónica y el intercambio 
iónico, y a pesar de mostrarse la primera como la más rápida, mediante intercambio iónico hay muy 
poca o ninguna interferencia, con un tratamiento de muestra simple. También se ha descrito el uso de 
dos columnas en serie [22], mejorándose la resolución debido al mayor tiempo de análisis. Con todo 
esto, a nivel cromatográfico son varias las opciones de determinación de ácidos, si bien, no son los 
métodos habituales en bodega. 
Mediante cromatografía por exclusión iónica con detección de conductividad, Guillén y colaboradores 
[25] desarrollaron un método para determinar ácidos principales en brandy de Jerez, con buenos 
límites de detección y buena selectividad. Se ha estudiado la FML en el vino mediante electroforesis 
capilar (CE) y HPLC, útil para automatización de muestras múltiples [26]. También se han 
determinado ácidos en mostos y vinos usando CE con detector UV [27, 28], aprovechando ventajas de 
CE como la alta resolución, automatización, simplicidad, cortos tiempos de análisis, bajo consumo de 
reactivos y muestra, y mínima preparación de muestra, y concordando con resultados de métodos 
como cromatografía iónica (IC), colorimetría y destilación. A pesar de esto, no es tan reproducible 
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como los métodos cromatográficos [3], pudiéndose mejorar su reproducibilidad con estándares 
internos o compuestos de referencia. 
3.3.1. Uso de la espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier (FTIR).  
La espectroscopía infrarroja es aquella que trabaja en la región infrarroja (IR) del espectro 
electromagnético, la cual tiene menor frecuencia y mayor longitud de onda que la radiación visible 
(Vis). Puede dividirse en tres regiones respecto al espectro visible [3]: 
• IR cercano (NIR): más energética, 14000-4000 cm-1 (λ entre 0,8-2,5µm) 
• IR medio (MIR): menos energética, 4000-400 cm-1 (λ entre 2,5-25µm) 
• IR lejano (FIR): la menos energética, 400-10 cm-1 (λ entre 25-1000µm), adyacente a la región 
microondas. 
Michelson inventó el interferómetro en 1880, y fue Lord Rayleigh quien propuso la conversión del 
patrón de interferencia en un espectro con la transformada de Fourier en 1892, pero hasta que no se 
inventó la transformada rápida de Fourier no comenzó a desarrollarse como la técnica potente en la 
que se ha convertido a día de hoy, la cual se caracteriza por ser una técnica simple, sensible, versátil, 
rápida y aplicable en un campo extenso. 
Un equipo FTIR se compone principalmente de una fuente de radiación IR, que emite radiación a 
diferentes longitudes de onda que pasa por el interferómetro, el cual modula la radiación con una 
transformada de Fourier a la inversa. El haz resultante pasa a través de la muestra, la cual absorbe 
radiación, y la resultante llega al detector, que reconoce la señal y con ayuda de un ordenador es 
digitalizada y, mediante una transformada de Fourier se obtiene el espectro de dicha muestra.  
En esta espectroscopía se usa un interferómetro de Michelson, de doble haz, que permite generar los 
patrones de interferencia de los interferogramas [29]. En él hay dos espejos, uno fijo y uno móvil, los 
cuales están alineados, reflejando las ondas que finalmente se recombinan. Según sea la diferencia de 
las distancias creada por el espejo móvil que recorren los haces de luz se producirán diferentes 
interferencias: constructiva, para la cual los haces están en fase y la intensidad del haz será máxima, 
dándose cuando la diferencia de patrón óptico es un entero (n) múltiplo de la longitud de onda (λ); 
destructiva total, que se producirá cuando el patrón sea múltiplo de la longitud de onda (n+1/2). El 
interferograma es el resultado de la señal medida por el detector, y viene dado como función de la 
longitud del patrón de diferencia óptico.  
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Finalmente, mediante una transformada de Fourier se obtiene el espectro que recoge el grado de 
absorción de la radiación IR a cada longitud de onda, lo cual se puede relacionar cuantitativamente 
con las moléculas de la muestra, pudiéndose realizar un análisis de componentes cuantitativo [30]. 
El uso del FTIR tiene varias ventajas respecto a los instrumentos de dispersión clásicos: 
• Principio de multiplicidad: el ruido del espectro se debe principalmente al ruido del detector. 
Usando un espectrofotómetro múltiple como uno por FT, éste nos dará una mejora relativa en 
la relación señal-ruido comparado con un monocromador. 
• Capacidad de pasar toda la radiación IR por la muestra y de detectarla de una sola vez, siendo 
ésta de mayor intensidad y con mayor resolución respecto a un monocromador.[25] 
Además de todo esto, el tiempo de análisis es rápido, presentando la técnica una alta resolución [30]. 
Respecto a su uso en análisis de vinos y derivados, permite un análisis simple y rápido, siendo no 
destructiva y necesitando poco tiempo de tratamiento previo de la muestra (menos para el FT-NIR que 
para el FT-MIR). Es necesario el uso de técnicas de calibración de tipo quimiométrico para obtener 
toda la información posible [1, 31-36]. Para el análisis de medios químicos complejos como es el vino 
y derivados, FT-NIR es una metodología ideal ya que incluye exactitud, alto rendimiento y alta 
relación señal-ruido y sobre todo la capacidad de análisis multiparamétrico de forma simultánea, al ser 
numerosos los componentes del vino y mosto que producen señal en el intervalo del infrarrojo, como 
se pone de manifiesto en las señales que producen los diferentes grupo funcionales (tabla 2). Vonach y 
colaboradores [37] definieron un método acoplando la detección de FTIR junto a la cromatografía 
para la detección de ácidos orgánicos en vinos. La primera aplicación para la determinación 
simultánea de azúcares, alcoholes y ácidos en vinos mediante evaluación multivariante de espectros de 
transmisión de muestras mediante FT-MIR se describió por Schindler y colaboradores [38], usando un 
método de referencia externo mediante HPLC.  
Tabla 2. Señales debidas a los diferentes grupos funcionales de vinos y derivados [39, 40]. 
Bandas (cm-1) Grupo o enlace Compuesto 
1050 C-O Alcoholes primarios 
1003-1099 -COH Alcoholes, ácidos carboxílicos 
1060-1150 C-O Ácidos carboxílicos 
1157-1504 -CH Alcoholes, ácidos carboxílicos 
1320-1420 O-H Ácidos carboxílicos 
1690-1760 C=O Aldehídos, ácidos carboxílicos, ésteres 
2850-2960 C-H Etanol 
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Se demostró que se podían analizar parámetros como alcohol, densidad relativa, azúcares, índice de 
refracción, conductividad, glicerol, fenoles totales, azúcares reductores, fructosa, glucosa, sacarosa, 
acidez total, pH, acidez volátil, SO2 total, AT, AM, AL y AC en vinos y mostos usando FT-MIR [38]. 
Además, FTIR se ha usado para caracterizar y clasificar vinos, brandys y demás bebidas destiladas [8], 
vinos australianos [41], tailandeses [42] y portugueses [43] entre otros.  
La combinación de FTIR con análisis multivariantes se puede usar en control de calidad de bebidas 
espirituosas y cervezas, en controles alimenticios oficiales con tan solo 2 minutos de análisis [44], para 
controlar la evolución de volátiles en vinagres durante la fermentación acética [45], etc. 
Por ello FTIR nos proporciona un análisis rápido y no destructivo de vino con poca preparación de la 
muestra, aunque su aplicación depende de los modelos de calibración y de los métodos de referencia 
estándar, que deben ser fiables y robustos. Debido a que los compuestos pueden interferir entre sí, Patz 
y colaboradores [46] recomiendan una calibración global por ser más robusta, siendo este es el 
principal inconveniente. De hecho se están desarrollando amplios trabajos que permitan extender las 
calibraciones más allá del tipo de muestra en las que se desarrollan, sin embargo, es prácticamente 
imposible, dado que la matriz de los mostos y de los vinos (agua, etanol y azúcares) producen señales 
muy intensas en el infrarrojo debido a su concentración en las muestras. 
3.4. Calibración multivariante.  
La calibración nos permite establecer una relación matemática entre el valor de la medida instrumental 
o del sistema y los parámetros conocidos por la medida del objeto material por medio de la 
denominada ecuación de calibración, que es la expresión matemática relativa a las respuestas 
analíticas y las señales de concentración. Si dicha calibración es lineal univariante, ilustra una relación 
directa y reversible entre la concentración y la señal, útil únicamente cuantitativamente si la señal 
depende solo de la concentración del analito, dando una relación directa y reversible. Los modelos de 
calibración suelen hacerse por regresión de mínimos cuadrados de los valores de absorbancia frente a 
la concentración. Hay que tener en cuenta que la señal analítica puede contener contribuciones de 
diferentes analitos o de la matriz [47]. El uso de la quimiometría en calibración multivariante tiene un 
potencial de aplicabilidad amplio en áreas del análisis cuantitativo. 
En análisis de vino y uva, se ha examinado el efecto de una variable simple de entre toda una matriz, 
simplificándose los métodos y los tiempos mediante el análisis multivariante, concretamente mediante 
mínimos cuadrados parciales (Partial Least Squares: PLS) 
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La regresión por PLS ha demostrado ser un método muy versátil para análisis de datos multivariantes 
y el número de aplicaciones está aumentando continuamente en campos de investigación como 
bioinformática, maquinaria inteligente y quimiometría. Es un método que da buenas predicciones ante 
problemas multivariantes. PLS es una proyección basada en un método que en principio suele ignorar 
direcciones en el espacio de la variable que abarquen variables irrelevantes o ruido [48]. 
3.4.1. Modelo de calibración. 
En primer lugar, es importante detectar los outliers, que son aquellas observaciones que no encajan en 
el modelo, teniendo un comportamiento anormal en la variabilidad cuando se comparan con otras 
muestras de un conjunto particular [49]. Una vez se detectan, podría ser necesaria su eliminación, en el 
caso en el que provocaran un error en el cálculo de la calibración.  
Para determinar la calidad de nuestro modelo hay varios parámetros estadísticos que pueden usarse 
como son: 
3.4.1.1. Bias: indicador del error sistemático en los valores calculados, se obtiene como 
la media de los residuales, que es la diferencia entre los valores de referencia y los 
calculados.       𝐵𝑖𝑎𝑠 =    (𝑌! − 𝑌!)/𝑁!!!!  
3.4.1.2. Error estándar de predicción (SEP): mide la desviación estándar de los 
residuales calculados, que indican el error en la exactitud de la predicción en 





3.4.1.3. Error de la raíz cuadrática media (RMSE), desviación estándar: para evaluar la 
calidad del modelo podemos calcular el error de predicción, mediante el valor 
medio de la suma de los cuadrados de los residuales (MSE). También se puede 
usar la raíz cuadrática media de MSE, denotándose por RMSE (raíz del error 









En el caso de utilizarse para evaluar la predicción será RMSEP, y si lo que se evalúa es la 
calibración será RMSEC.  
3.4.2. Validación del modelo. 
Una vez se ha desarrollado el modelo de calibración, es recomendable evaluar su capacidad de 
predicción en determinadas muestras que no pertenezcan al conjunto de calibración. Luego, se 
comparan los resultados con los de referencia, y según las diferencias, nuestro modelo será o no 
exacto y útil para determinar la propiedad a estudiar.  
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4. Objetivos. 
En el presente estudio se pretende desarrollar un método que permita caracterizar vinos elaborados en 
zonas de clima cálido basándose en espectrometría infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) y 
tomando como método de referencia la cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC). Para ello, se 
utilizarán técnicas quimiométricas como la regresión por mínimos cuadrados parciales (PLS). 
Más concretamente, se estudian dos ácidos orgánicos de interés enológico en los procesos de 
elaboración de vinos: 
• Ácido málico. 
• Ácido láctico. 
Además, se relacionará dicha caracterización con la fermentación maloláctica, que a su vez es una 
transformación que necesita controlarse habitualmente en la industria enológica. 
Por último, se pretende realizar una validación del método desarrollado.  
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5. Parte experimental: materiales y métodos. 
5.1. Reactivos. 
5.1.1. Eluyentes: 
• Agua Milli-Q (Millipore, Bedford, Estados Unidos). 
• Ácido trifluoroacético (TFA) (99%, Fluka, Steinheim, Suiza). 
• AEDT (ácido etilendiaminotetraacético) (99%, Panreac, Barcelona, España). 
• Bis-Tris (Bis[2-hidroxietil] minotris [hidroximetil] metano (98%, Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, Estados Unidos). 
5.1.2. Patrones. 
• Ácido láctico (99%, Fluka, Steinheim, Suiza). 
• Ácido málico (98-100%, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos). 
5.2. Material de laboratorio. 
• Vasos de precipitado. 
• Micropipetas. 
• Matraces aforados. 
• Filtros de 0,45 µm. 
• Tubos de ensayo de 10 mL. 
• Jeringuillas de plástico de 5 mL. 
• Viales de HPLC de 1 mL. 
5.3. Equipos. 
• Campana extractora OR-ST 1500 (burdinola, Amoroto, Vizcaya, España). 
• Baño de ultrasonidos S300 (Elma, Singen, Alemania). 
• Balanza analítica AG 134 (Mettler Toledo, Columbus, OH, Estados Unidos). 
• Equipo de espectroscopía FTIR. Modelo MultiSpec (TDI, Barcelona, España) para obtener el 
espectro entre 0 y 7895 cm-1. Dispone de carrusel automático para colocar las muestras con 40 
posiciones. 
• HPLC compuesto por: dos bombas 515 (Waters, Milford, MA, Estados Unidos); un inyector 
automático 717 plus (Waters, Milford, MA, Estados Unidos); un horno de columna 2155 
(LKB, Pharmacia, Suecia);  un detector de conductividad conducto Monitor III (Milkon Roy, 
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Ivyland, Pennsylvania); y un sistema de tratamiento de datos Millenium (Waters, Milford, 
MA, Estados Unidos). 
5.4. Muestras. 
Se midieron un total de 214 muestras tanto con FTIR como con HPLC, clasificadas como aparece en 
la figura 2, correspondiendo a la suma de: 30 mostos blancos de los muestreos previos a la vendimia 
2014, 9 mostos del día de vendimia 2014, 4 muestras de un ensayo a varias temperaturas realizado en 
la vendimia 2014, 45 vinos blancos (varios de la vendimia 2014 y otros de vinos comerciales), 23 
muestras de tinto de antes y después de prensar de la vendimia 2014, 4 muestras del inicio de 
maceración, 86 vinos tintos (varios de la vendimia 2014 y otros de vinos comerciales), 11 cavas o 




Figura 2. Diagrama de sectores de tipos de muestras. 
El conjunto de muestras analizadas se engloban dentro de vinos procedentes de climas cálidos, unos 
tomados de vinos comerciales con más o menos reserva (ecológicos, biodinámicos y convencionales), 
y otros resultado de la vendimia 2014 realizada en el CAIV, para los cuales tenemos cinco variedades 
de uva tinta (Cavernet Sauvignon (CV), Petit Verdot (PV), Tempranillo (TE), Tintilla de Rota (TR) y 
Syrah (SY)) y vinos blancos hechos con uva verdejo. 
5.5. Método de referencia. 
El método de referencia llevado a cabo fue el descrito por Guillén y colaboradores [25], por el cual se 
determinaron los ácidos málico y láctico mediante cromatografía de exclusión iónica con un detector 
de conductividad. La temperatura de trabajo fue de 60 ºC y el flujo utilizado por la bomba de 0,40 
mL/min. El volumen de muestra inyectada fue de 40 µL, con un tiempo de análisis de 40 minutos por 
muestra y usando una disolución de TFA 2,5 mM en agua milli-Q como fase móvil. Se usó una 
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disolución de TFA 2,5 mM, búfer bis-tris 20 mM y AEDT 100 mM en una segunda bomba con un 
flujo de 0,4 mL/min, que realiza un tamponamiento post-columna que permite ionizar los ácidos y por 
ello, incrementar la señal de conductividad. El software usado para el procesado de los datos fue 
“Empower Pro 2002” (Waters). 
 
Figura 3. Equipo de HPLC. 
5.6. Preparación de patrones. 
Se prepararon dos disoluciones estándar tanto para el ácido málico como para el láctico, diluyendo 2,5 
g de cada ácido en 50 mL de agua Milli Q. Luego se prepararon 25 mL de 10 disoluciones entre 0,1 
g/L y 10 g/L para cada ácido diluyendo sucesivamente con agua Milli Q a partir de la madre de 50 
g/L. Una vez preparadas, se filtraron usando filtros de 0,45 µm y seguidamente se analizaron mediante 
HPLC como se ha descrito anteriormente. 
5.7. Curvas de calibrado. 
A partir de los cromatogramas obtenidos del HPLC, se estableció el método usando un método de 
integración de picos disponible tanto para altas concentraciones como para bajas. Se correlacionaron 
las concentraciones de cada patrón con el área de los picos para obtener las distintas curvas de 
calibración. Para generar los parámetros de la regresión se usó el paquete estadístico Alamin [50]. 
5.8. Análisis de muestras. 
Para las medidas llevadas a cabo en el HPLC, fue necesario filtrar las muestras con filtros de 0,45 µm 
para evitar taponar la columna, las cuales se vertían en viales de HPLC de 1 mL, de donde se 
pincharían únicamente 40 µL.  
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Hubo muestras que no presentaron ácido láctico, generalmente mostos, y otras que no tenían, o muy 
poco, ácido málico. Pocas de las restantes resultaron más bajas que el límite de cuantificación, 
usándose para la calibración y la validación todas aquellas cuyo valor de concentración era mayor al 
límite de cuantificación. 
5.9. Método de FTIR. 
Previamente a la realización de los análisis, el propio programa realiza un chequeo en el cual se 
comprueba que el aparato cumple las condiciones idóneas para comenzar a medir, en caso contrario, 
automáticamente se detiene y muestra un mensaje de error con el cual se sabría el problema a 
solucionar para poder continuar usando el equipo. 
 
 
Figura 4. FTIR en funcionamiento.    Figura 5. Equipo FTIR completo. 
Para los análisis se usaron los 214 vinos disponibles sin filtrar en tubos de ensayo con 7 mL de 
muestra para la medida. La temperatura de trabajo era de 25 ºC y con un tiempo de un minuto para 
cada medida, alternando agua destilada entre cada 3 medidas para asegurarnos de que se limpiaran los 
conductos, y realizándose una limpieza al terminar todas las medidas con las disoluciones disponibles 
para ello. Como se comentó, se obtuvieron medidas desde 0 a 7895 cm-1, con intervalos de 3,86 cm-1 
entre sí.  
5.10. Análisis multivariante.  
5.10.1. Selección de las zonas del espectro a estudiar. 
Partimos de que la caracterización de vinos mediante FTIR presenta algunos problemas: los 
componentes a analizar presentan similitud química y por tanto pueden absorber en zonas del espectro 
similares. Además, la presencia de etanol, azúcares y agua en concentraciones importantes provocan 
	   16	  
señales que pueden dar lugar a confusiones con nuestros analitos. Por todo esto es de gran importancia 
el uso de la quimiometría, ya que es capaz de resolver estos problemas mediante un análisis 
matemático complejo que busque la correlación entre un amplio conjunto de datos procedente del 
infrarrojo y cada concentración de ácido en particular, con lo cual usando la regresión por mínimos 
cuadrados parciales somos capaces de evitar estas complicaciones.  
5.10.2. Calibración y validación. 
Como ya comentamos, el análisis de muestras de vinos es muy delicado ya que se trata de una matriz 
muy compleja, con una variabilidad de analitos que pueden dar lugar a confusiones en su 
determinación. Por ello es necesario disponer de técnicas de calibración como la usada en nuestro caso 
para hacer medidas cuantitativas basándonos en el espectro IR, que es exportado al software 
Unscrambler (versión 10.1, Camo, Noruega) y el cual se usa tanto para la calibración como para la 
validación. Previamente al desarrollo de los ajustes necesarios, se llevó a cabo la detección de los 
outliers, que son muestras extremadamente desviadas que muestran un patrón anormal en la 
variabilidad cuando se comparan con otras muestras en un conjunto de datos particular [49]. La 
detección de outliers se lleva a cabo por la representación de los valores predichos y los medidos 
mediante el software Unscrambler. 
Hay que tener en cuenta que para hacer medidas cuantitativas, la calibración multivariante se basa en 
las medidas del espectro IR, el cual contiene bandas solapadas de todos los constituyentes. Esto puede 
resolverse matemáticamente mediante la regresión por mínimos cuadrados parciales (PLS), que 
realizará las calibraciones necesarias. 
Para el estudio se seleccionaron 7 factores en PLS, estudiándose la correlación entre el método de 
referencia HPLC y el método FTIR. 
5.10.3.  Evaluación de los resultados. 
En un principio se usó todo el conjunto de muestras para determinar la o las zonas del IR que nos 
proporcionasen el mejor ajuste mediante el software, y una vez hecho esto, se clasificaron las 
muestras, aproximadamente en un 75% para la calibración y el restante 25% para la validación. Dentro 
de dichos grupos se cuidó que hubiese la misma proporción por tipos de muestras, para dar una 
calibración más robusta. 
Además, se llevó a cabo una validación externa mediante datos de referencia, que, aparte de la 
validación que nos da el programa, nos sirve para comparar con datos reales dicho modelo, pudiendo 
determinar el error relativo de éste. 
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6. Resultados. 
6.1. Método de referencia. 
6.1.1. Curva de calibración de ácidos orgánicos. 
Una curva de calibración expresa la relación entre la señal medible de una sustancia y su 
concentración en la muestra. A la hora de hacer un análisis cuantitativo se requiere tener curvas de 
calibración lineales y con pequeña dispersión o con un coeficiente de correlación alto. Para preparar 
las curvas de calibración se usaron distintas concentraciones de las disoluciones estándar de ácidos 
orgánicos. Al usar un nivel de concentración entre 0,1 y 10 g/L para preparar la curva de calibración 
de cada ácido se obtuvo linealidad pero con cierto grado de desviación hacia una curva en las 
concentraciones altas, como puede verse en las figuras 6 y 7.  
 
 
Figura 6. Curva de calibración del ácido málico 
para todo el rango de concentraciones. 
Figura 7. Curva de calibración del ácido láctico 
para todo el rango de concentraciones. 
Como se puede observar, se localizan dos zonas en ambas curvas, una a bajas y otra a altas 
concentraciones, por lo que se separaron las curvas de calibrado en dos partes para cada ácido con el 
propósito de mejorar la pendiente, la linealidad, el coeficiente de regresión y para ajustar el cálculo de 
los niveles de concentración en muestras reales. Para las curvas de calibración del ácido málico y las 
del ácido láctico se dividieron entre 0,2-4 g/L para baja concentración y para alta concentración entre 
4-10 g/L, como aparece en las figuras 8-11. 
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Figura 8. Curva de calibración del ácido málico 
para bajas concentraciones. 
Figura 9. Curva de calibración del ácido 
málico para altas concentraciones. 
 
  
Figura 10. Curva de calibración del ácido láctico 
para bajas concentraciones. 
Figura 11. Curva de calibración del ácido 
láctico para altas concentraciones. 
Partiendo de la estructura general de una recta, y = ax + b, los distintos componentes son: y el área o 
la altura del pico; x la concentración del ácido en concreto; a la pendiente; y b la ordenada en el 
origen. El coeficiente de determinación viene dado por R2. En comparación con las curvas que 
englobaron todo el rango de concentración, las calibraciones para baja y alta concentración por 
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Rango de linealidad 
(g/L) 
R2 
Ordenada      
en el origen 























0,20-4,08 4,08-10,03 0,998 0,995 31111 558024 224215 91954 0,95 158728 149799 
Ácido 
láctico 
0,20-4,06 4,06-10,16 0,997 0,993 -8967 151667 146513 111768 0,988 46068 112524 
Con los datos anteriores de las curvas de calibración se calcularon las concentraciones de ambos 
ácidos para las muestras reales analizadas mediante el HPLC. 
6.1.2. Determinación del LD y LQ [3]. 
Para determinar el LD, el LQ y la linealidad del método se usó el programa Alamin [50], elaborado 
por investigadores de la Universidad de Granada, que calcula estos valores en función de la desviación 
estándar de la ordenada en el origen de la recta de calibrado. En la siguiente tabla aparecen los valores 
determinados.  
Tabla 4. LD, LQ y linealidad por el método HPLC para diferentes ácidos orgánicos. 
Ácidos orgánicos Linealidad (%) LD (ppm) LQ (ppm) 
Ácido málico 98,029 59 198 
Ácido láctico 97,476 72 240 
6.1.3. Repetibilidad y reproducibilidad [3]. 
Mediante el análisis de 6 réplicas de la misma muestra analizadas en el mismo día se estimó la 
repetibilidad del método de HPLC como la desviación estándar relativa (RSD). Para calcular la 
reproducibilidad del método se utilizaron 12 réplicas de la misma muestra analizada en dos días 
consecutivos mediante el cálculo del RSD (%). Para ello se utilizaron tres picos diferentes y separados 
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Tabla 5. Valor medio de repetibilidad y reproducibilidad del método de HPLC. 
Repetibilidad            
(RSD %, n=6) 
Reproducibilidad     
(RSD %, n=12) 
3,52 4,24 
6.1.4. Análisis de muestras reales. 
Las muestras se analizaron mediante HPLC, y, con el cálculo usando las curvas de calibración 
obtenidas, se determinó la concentración de cada ácido. Se observaron diferencias en los 
cromatogramas, que muestran directamente tanto la presencia como la ausencia de los ácidos, ya que, 
por ejemplo, en los mostos (figura 12) se obtienen señales correspondientes al ácido málico (que 
aparecen a los 15 minutos aproximadamente), y sin embargo para el ácido láctico (que se observan a 
los 20 minutos) la señal fue mucho más baja o no detectable.  
Figura 12. Cromatograma típico obtenido de una muestra de mosto. 
Por otro lado, los vinos Pedro Ximénez muestran también cromatogramas diferentes, en los cuales se 
observa un ácido en exceso en comparación a los demás, y las señales del málico y del láctico mucho 
más pequeñas como se observa en la figura 13: 
 
Figura 13. Cromatograma típico obtenido de una muestra de vino Pedro Ximénez. 
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Si se comparan vinos tintos, pueden también observarse diferencias, según el vino sea más o menos 
joven, ya que a medida que se produce la fermentación maloláctica disminuye la concentración de 
ácido málico, aumentando pues la de ácido láctico. Un vino tinto joven resultado de la vendimia 2014 
en el CAIV (figura 14), cuya muestra se tomó poco después de envasarlo, comparado con otro vino 
tinto comercial que se embotelló años atrás (figura 15), muestra como para el vino joven la señal del 
málico es mayor y muy pequeña la del láctico, ocurriendo al contrario en el vino crianza:  
Figura 14. Cromatograma típico obtenido de una muestra de vino tinto joven. 
Figura 15. Cromatograma típico obtenido de una muestra de vino tinto crianza. 
Si observamos los cromatogramas de un vino blanco (figura 16) y un cava blanco (figura 17) se 
comprueba que son muy parecidos, variando los picos según los ácidos estén presentes en mayor o 
menor medida . 
Por último, comparando los cromatogramas de un mosto blanco (figura 12) con un vino blanco (figura 
16) se comprueba claramente la ausencia de determinados ácidos en el mosto, y conforme fermenta, 
obteniendo el vino blanco, aparecen señales indicativas de la evolución sufrida. Una de estas señales 
es la del ácido láctico. 
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Figura 16. Cromatograma típico obtenido de una muestra de vino blanco. 
Figura 17. Cromatograma típico obtenido de una muestra de cava blanco. 
Los resultados obtenidos provocaron una disminución en el número de muestras a caracterizar debido 
a que, como se comentó, hay muestras que sólo tienen ácido málico, otras que sólo tienen ácido 
láctico, y otras que contienen a ambos. Teniendo en cuenta los límites de detección y de 
cuantificación, fue necesario eliminar tan solo 2 muestras en el conjunto de datos del ácido málico, sin 
la necesidad de desechar ninguna del ácido láctico. En la tabla siguiente aparecen detalladas las 
medias y el rango de concentraciones para cada ácido, y el número de muestras, una vez eliminadas 
aquellas con concentración en ácidos (AL y AM) menores al límite de cuantificación: 






Rango                  
(ppm) 
Media             
(ppm) 
Málico 
Mosto blanco 43 217-1086 482 
Vino blanco 30 289-1296 768 
Mosto tinto 23 518-1153 690 
Vino tinto 46 681-1466 1165 
Vino dulce 2 438-1562 1000 
Cava 4 234-1043 658 
Total 148 217-1562 796 
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Láctico 
Mosto blanco 0 0 0 
Vino blanco 25 110-997 492 
Mosto tinto 3 124-172 146 
Vino tinto 72 112-2599 795 
Vino dulce 1 1836 1836 
Cava 8 578-1751 871 
Total 109 110-2599 723 
 
  
Figura 18. Histograma de distribución de 
concentraciones de ácido málico. 
Figura 19. Histograma de distribución de 
concentraciones de ácido láctico. 
Mediante la visualización de los histogramas anteriores pueden describirse las distribuciones de los 
rangos de concentración para cada ácido. Para el ácido málico se observan dos zonas en la figura 18, 
que podrían deberse a que una parte de las muestras tienen baja concentración (entre 300-1000 ppm), 
las cuales pueden haber empezado la fermentación maloláctica (vinos), y otra parte de 1000 ppm en 
adelante para aquellas muestras que contienen más málico (mostos y vinos jóvenes). 
Por otro lado, en la figura 19 se visualiza que para el ácido láctico la mayoría de las muestras tienen 
concentraciones bajas, entre 400-1000 ppm. 
Dichos histogramas presentan diferencias y a la vez están relacionados ya que una muestra con poco 
ácido málico implica que contenga más concentración de ácido láctico, y viceversa. 
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Además, de los histogramas se puede comprobar que dentro del conjunto de datos, las muestras con 
ácido málico se caracterizan por una media de 796±240 ppm, y las de ácido láctico por una media de 
723±496 ppm. 
6.2. Análisis por FTIR. 
En el Anexo I de este trabajo se encuentran varios de los distintos espectros de infrarrojo obtenidos 
para las muestras estudiadas. Para todos ellos fueron representados los valores de absorbancia 
obtenidos entre 900-3000 cm-1, ya que tanto a mayores como a menores frecuencias existía ruido que 
no aporta información relevante. Observando la Figura A1 del Anexo I, en la cual se reflejan espectros 
similares de diferentes muestras de mosto, se localizan dos zonas en las que se produce una máxima 
absorbancia, una entre 950-1500 cm-1, y la otra desde 2350 cm-1 en adelante. Volviendo a la tabla 1 
que aparece en la introducción teórica, pueden justificarse estas señales ya que dentro de la zona de 
menores frecuencias aparecen bandas típicas de alcoholes y ácidos carboxílicos, y la banda final del 
espectro puede atribuirse a la presencia de etanol. 
Por otra parte, para las figuras A2 y A3 (Anexo I), en las que se representan los espectros resultantes 
para vinos blancos y para vinos tintos, respectivamente, puede observarse similitud entre ellos, 
justificándose las bandas que aparecen de igual forma que se expone para el caso anterior.  
Para los vinos comerciales (figura A4, Anexo I) se diferencian el cava, vino blanco y vino tinto del 
Pedro Ximénez, ya que el espectro de este último presenta unas bandas más intensas en todas las 
zonas comentadas anteriormente. Esto se debe principalmente a la presencia de azúcares en la 
muestra, lo que provoca un cambio en la matriz y por tanto en la medida. 
Por otro lado, se muestran en la figura A5 (Anexo I) varios de los espectros ya comentados, con la 
finalidad de compararlos entre ellos como sigue: se observa que el vino blanco absorbe menos que los 
mostos, siendo el vino Pedro Ximénez el que presenta mayores valores de absorbancia. Esto puede 
relacionarse con la concentración de azúcares ya que sabemos que el PX es rico en estos compuestos, 
y, que los mostos tienen más concentración de azúcares que los vinos, con lo que podría decirse que 
existe una relación evidente entre la concentración de azúcares y la absorción en el infrarrojo. 
Seguidamente, en la figura A6 (Anexo I) se compara de manera más general los diferentes tipos de 
muestras: vino y cava blanco, vino tinto, Pedro Ximénez y mosto. Se comprueba que los tres primeros 
presentan menores absorbancias, bandas menos intensas, mientras que las bandas del mosto aumentan, 
teniendo el Pedro Ximénez los valores más elevados. 
	   25	  
Como ya se ha ido comentando, en este estudio se han usado muestras con distintas matrices: mostos, 
cavas, vinos blancos, vinos tintos y vinos dulces, cuyas diferencias se evidenciaron con la calibración 
dando lugar a varias posibilidades. Hay que resaltar que, se pretende obtener una calibración robusta, 
aunque resulte ser menos exacta, para conseguir englobar la mayor cantidad de muestras de 
naturalezas diferentes.  
6.2.1. Análisis de datos multivariante. 
Para hacer la calibración se eligió la regresión por mínimos cuadrados parciales (PLSR: Partial Least 
Squares Regression), mediante el uso de las concentraciones de cada ácido y de los resultados 
obtenidos por el FTIR. Para esto, fue necesario probar distintos intervalos del espectro con motivo de 
encontrar la o las zonas de éste que proporcionaran un mejor ajuste.  
Generalmente, la zona entre 950-3000 cm-1 es en la que se encuentran la mayoría de las señales para 
los ácidos orgánicos. Además, estudios anteriores definieron a estas zonas como las regiones 
correspondientes a señales provocadas por la presencia de determinados enlaces en estos compuestos.  
El problema del que partimos en este caso es que, aun teniendo certeza de que determinada señal se 
debe a los ácidos orgánicos, entran en juego muchos otros compuestos que dan señal, y que pueden 
interferir en nuestra determinación. Por esto, las zonas estudiadas pueden o no coincidir con las 
definidas para los distintos enlaces de los ácidos.  
De lo anterior radica la importancia de estudiar el espectro, partiendo de una amplia zona, para definir 
aquella más pequeña que nos proporcione un ajuste adecuado para cada ácido.  
Para dicha calibración, se seleccionaron 7 factores en el análisis por mínimos cuadrados parciales. Se 
pretende obtener la máxima varianza explicada con el menor número de variables posibles, y el 
mínimo MRSEC.  
Los primeros ajustes realizados mediante el programa Unscrambler se destinaron a localizar aquellas 
zonas del espectro en las que existiese una buena relación lineal con la concentración de cada ácido, 
para poder excluirlas o incluirlas según los resultados obtenidos. Se comprobó que las regiones entre 
1543-1716 cm-1 y 2970-3626 cm-1 no eran adecuadas, lo cual se debe a que en ellas aparecen señales 
del agua [46]. También, para la zona entre 1050-1150 cm-1 se observa ruido debido a los enlaces C-O 
del alcohol, con lo que fue necesario excluir ambas zonas. Los ácidos orgánicos también deben 
contribuir a las señales en esta zonas, sin embargo, ante la presencia de numerosos interferentes, es 
más interesante eliminarlas de la calibración, debido al ruido que introducirían. 
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A continuación, se realizaron una serie de pruebas a distintos intervalos como búsqueda de las zonas 
que nos proporcionaran mejores ajustes, determinándose dos zonas del IR para el ácido málico y una 
para el ácido láctico. Para ambos es común la zona entre 1153,28-1465,71 cm-1, lo cual puede 
justificarse teniendo en cuenta que en ella se observan varias de las señales típicas de los ácidos que se 
comentaron anteriormente: 
• Debidas al enlace C-O (1210-1321 cm-1) 
• Por la presencia de grupos –CH (1157-1504 cm-1) 
• Por grupos encontrados en componentes ácidos (1200-1500 cm-1) [40]. 
En principio, se realizaron dichas pruebas partiendo de 148 muestras para el ácido málico y 109 
muestras para el ácido láctico. A lo largo del estudio, se evidenciaron outliers que fue necesario 
eliminar, unos debido a su baja concentración, y otros, como los Pedro Ximénez, probablemente 
porque para dichos vinos dulces la matriz es muy diferente y aunque las concentraciones de los ácidos 
se encuentran dentro del límite de cuantificación, las señales obtenidas mediante el FTIR varían 
mucho respecto al resto de las muestras por la presencia de azúcares, por lo que sería necesario 
estudiarlas aparte, pero, por la poca cantidad de muestras usadas no fue posible. A continuación se 
pueden visualizar gráficamente ejemplos de lo expuesto. 
6.2.1.1. Ácido málico. 
Para dicho ácido, se encontraron dos zonas en las cuales se obtenían mejores ajustes, la primera, entre 
1153,28-1465,71 cm-1 (Zona 1), y, la segunda entre 1716,42-2969,99 cm-1 (Zona 2).  
6.2.1.1.1. Pruebas previas y resultados obtenidos para la Zona 1. 
Haciendo un primer análisis de todas las muestras en el intervalo entre 1153,28-1465,71 cm-1, se 
observó claramente que sería necesario eliminar los PX ya que son outliers que se salen de los dos 
conjuntos que se ven en la figura 20: por un lado tenemos los mostos, que se diferencian fácilmente de 
los vinos. En el Anexo II, figura A7, puede verse el ajuste obtenido con todas las muestras, con un R2 
de 0,76 y un RMSEC de 167 ppm. 
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Figura 20. Representación de los valores de todas las muestras en el espacio factorial para la prueba 
del ácido málico en la Zona 1. 
Una vez se eliminaron estas muestras, pudo observarse más claramente la distribución diferenciada 
entre mostos y vinos, como observamos a continuación en la figura 21, mejorando además el ajuste 
con un R2 de 0,85 y un RMSEC de 131 ppm (Anexo II, figura A8). 
 
Figura 21. Representación de los valores de las muestras en el espacio factorial sin PX para la 
prueba el ácido málico en la Zona 1. 
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Las muestras que aparecen marcadas en la figura 21 son aquellas que el programa detectó como 
outliers, por lo que se probó a recalcular en ausencia de éstas, obteniendo un R2 de 0,91 y mejorando 
el error cuadrático medio a 97 ppm (Anexo II, figuras A9 y A10). 
Seguidamente, se dividió el ajuste en dos, analizando por un lado mostos y por otro vinos, para 
comprobar si se obtenían mejores resultados. En el caso de los mostos, para 43 muestras, se obtuvo un 
R2 de 0,91 (figura 22, figura A11 del Anexo II), con un RMSEC de 57 ppm. Seguidamente se 
eliminaron los outliers que detectó el programa en la figura 22, dándonos un R2 de 0,97 y un RMSEC 
de solo 27 ppm, pero contando con que solo se usan 35 muestras (Anexo II, figuras A12 y A13). 
 
Figura 22. Prueba de calibración para los mostos para el ácido málico en la Zona 1. 
Haciendo el ajuste para la zona de los vinos en la figura 23, con un total de 103 muestras, se obtuvo un 
R2 de 0,83 y un error cuadrático medio de 124 ppm, observándose a simple vista una muestra que no 
se ajusta bien (CBE-16), y otras que el programa localiza como outliers (marcados en la figura 23 y en 
la figura A14 del Anexo II):  
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Figura 23. Prueba de calibración para los vinos para el ácido málico en la Zona 1. 
Eliminando estas muestras anómalas detectadas por el programa, para 74 muestras, se obtuvo un R2 de 
0,91 y un RMSEC de 84 ppm (Anexo II, figura A16). Además, en el Anexo II, figura A15, pueden 
detectarse dos zonas claras correspondientes a vinos blancos (aquellos cuya notación empieza por VB) 
y a vinos tintos (VT). 
Una vez hechas las pruebas anteriores, se pasó a la calibración definitiva y validación de los datos, 
para las cuales se dividieron aproximadamente las muestras en un 75% y un 25% respectivamente, 
respetando dichos porcentajes para los distintos tipos de muestras en el conjunto de datos, es decir, 
para los vinos tintos, por ejemplo, un 75% fue seleccionado para la calibración, y el restante 25% para 
validar el modelo. En primer lugar, para todas las muestras exceptuando los vinos Pedro Ximénez, con 
110 muestras para la calibración y 36 para la validación, se obtuvo un R2 de 0,86 en la calibración 
(figura 24) con un RMSEC de 129 ppm, siendo un 0,75 el R2 de la validación y un RMSEP de 174 
ppm. 
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Figura 24. Calibración para el ácido málico sin muestras de Pedro Ximénez en la Zona 1. 
Cabría la posibilidad de proporcionar un ajuste mejor eliminando los outliers de los que hablamos 
anteriormente y quedándonos con 79 muestras, con lo cual mejoraría la calibración obteniendo un R2 
de 0,91 (Anexo II, figura A17) y bajando el RMSE a 97 ppm, resultando para la validación un R2 de 
0,80 para la validación con un RMSEC de 149 ppm.  
En cambio, aunque prescindiendo de 43 muestras mejora la calibración, se escoge la primera por su 
robustez, ya que nos aseguramos de englobar más matrices diferentes, lo cual a la hora de dar un 
resultado de una muestra desconocida proporciona más confianza. 
Teniendo en cuenta las diferencias entre vinos y mostos, puede proporcionarse una validación para 
cada grupo por separado. En el caso de los vinos, con 57 muestras para la calibración se obtuvo un 
0,92 de R2 (figura 25) y un RMSEC de 81 ppm, y para la validación, con 17 muestras, un R2 de 0,79 y 
un RMSEP de 141 ppm.  
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Figura 25. Calibración para vinos para el ácido málico en la Zona 1. 
Haciendo el ajuste con los mostos, con 34 muestras para la calibración y 9 para la validación, se 
obtuvo un R2 de 0,83 y un RMSEC de 83 ppm (figura 26), y para la validación un R2 de 0,53 y el 
RMSEP de 144 ppm. 
          
Figura 26. Calibración para mostos para el ácido málico en la Zona 1. 
En la tabla 7 se resumen los análisis comentados para la Zona 1, tanto para las pruebas como para las 
posteriores calibraciones y validaciones. 
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Tabla 7. Resultados obtenidos en las pruebas previas, y en la calibración y validación de los datos 
para la Zona 1. 
Pruebas Calibración y validación 
Tipo de 
muestras 









Todas 0 148 0,76 167       
Todas 2 146 0,85 131 110 0,86 129 36 0,75 174 
Todas 45 103 0,91 97 79 0,91 97 24 0,8 149 
Mostos 0 43 0,91 57 34 0,83 83 9 0,53 144 
Mostos 8 35 0,97 27       
Vinos 0 103 0,83 124       
Vinos 29 74 0,91 84 57 0,92 81 17 0,79 141 
6.2.1.1.2. Validación externa de la Zona 1. 
Para una comprobación más real de cómo las calibraciones y validaciones llevadas a cabo se han 
ajustado a nuestras muestras, con el uso de los resultados de las validaciones a partir del programa 
Unscrambler y los valores reales de concentraciones obtenidas mediante HPLC, se calculó el error 
relativo entre dichos valores como:  𝐸𝑟𝑟𝑜𝑟   % =    |!!"#$!!!"#|
!
×100 
Así, se obtuvieron los siguientes resultados: 
Tabla 8. Error de la validación de la Zona 1. 
 
 
A la vista de la tabla anterior, puede comprobarse cómo el error que se obtiene una vez ajustados los 
datos es, en todos los casos, menor al 20%.  
Cabe resaltar que este error engloba a su vez aquel cometido por el método de HPLC (que se 







Todas    
(sin out.) 
Mostos Vinos 
e (%) 16,3 11,1 12,2 9,2 
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6.2.1.1.3. Pruebas previas y resultados obtenidos para la Zona 2. 
Anteriormente se definió a la Zona 2 del espectro infrarrojo como aquella que incluía las frecuencias 
entre 1716,42-2969,99 cm-1, en la cual se hicieron pruebas similares al caso anterior, obteniéndose los 
distintos resultados que desarrollamos a continuación:  
En primer lugar, para todas las muestras se obtuvo un R2 de 0,84 y un RMSEC de 141 ppm (Anexo 
III, figura A18), ocurriendo, como en la Zona 1, que la presencia de los vinos Pedro Ximénez no se 
ajustaba bien, como puede verse en la figura 27: 
 
Figura 27. Representación de los valores de todas las muestras en el espacio factorial para la prueba 
del ácido málico en la Zona 2. 
Al eliminar los vinos Pedro Ximénez el ajuste resultó dar un menor R2, de 0,80, y un mayor RMSEC 
(150 ppm) para 146 muestras. Los resultados obtenidos pueden verse en el Anexo III, figuras A19 y 
A20. 
Como se visualizaron distintos outliers, se seleccionaron los que el programa era capaz de localizar y 
se rechazaron para recalcular, dándonos entonces un R2 de 0,92 y un RMSEC de 101 ppm, pero tan 
solo para 68 muestras, menos de la mitad de todo el conjunto inicial (Anexo III, figuras A21 y A22). 
De forma similar a la Zona 1, se clasificó el conjunto de datos en mostos y vinos, ya que vuelven a 
distribuirse en dos zonas en la figura A21 del Anexo III. Por tanto, quitando los Pedro Ximénez 
(Anexo III, figura A23), se obtuvo para los 43 mostos un R2 de 0,76 y un RMSEC de 93 ppm, como 
podemos ver en la figura 28: 
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Figura 28. Calibración para los mostos para la prueba del ácido málico en la Zona 2. 
Al quitar la muestra MB6-Z1 y MB1-Z1, que se identifican como datos anómalos mejora el ajuste 
obteniendo un R2 de 0,88 para 41 muestras de mosto (Anexo III, figuras A24 y A25) y un RMSEC de 
67 ppm. 
Por otro lado, para los vinos por separado resulta un 0,77 de R2 y 143 ppm de RMSEC para 103 
muestras (Anexo III, figuras A26 y A27). 
Si se eliminan los outliers que localiza el programa, se mejora el ajuste que aparece en la figura 29 con 
un R2 de 0,91 y bajando el RMSEC a 91 ppm, aunque tan solo se están analizando 61 muestras 
(Anexo III, figura A28), dejando fuera 42, casi la mitad del conjunto de datos inicial: 
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Figura 29. Prueba de calibración del ácido málico para los vinos en la Zona 2 sin outliers. 
Una vez realizadas dichas pruebas, se procede a la calibración y validación de los datos, en primer 
lugar, partiendo de 52 muestras y con 16 para validar (Anexo III, figura A29), obteniendo un 0,90 de 
R2 y un RMSEC de 115 ppm como aparece en la figura 30 y para la validación un R2 de 0,84 y un 
RMSEP de 154 ppm.  
  
Figura 30. Calibración sin outliers para el ácido málico en la Zona 2. 
Por otra parte, para los mostos sin outliers, se obtuvo usando 33 muestras para la calibración un 0,91 
de R2 y un RMSEC de tan solo 61 ppm (figura 31 y figura A30 del Anexo III) y para la validación con 
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8 muestras un R2 de 0,78 y un RMSEP de 93 ppm: 
 
Figura 31. Calibración de los mostos sin outliers para el ácido málico en la Zona 2. 
Finalmente, para los vinos quitando los outliers, con 47 muestras para calibrar y 14 para validar, 
resultó un R2 de 0,87 con un RMSEC de 115 ppm como puede verse en la figura 32, y en la validación 
un R2 de 0,76 y un RMSEP de 157 ppm. 
  
Figura 32. Calibración de los vinos sin outliers para el ácido málico en la Zona 2. 
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Para visualizar esquemáticamente los resultados de la Zona 2, usaremos la siguiente tabla en la que 
aparecen las pruebas realizadas anteriormente a la calibración y la validación de los datos, como los 
resultados finales para estas dos: 
Tabla 9. Resultados obtenidos en las pruebas previas, y en la calibración y validación de los datos 
para la Zona 2. 
Pruebas Calibración y validación 
Tipo de 












Todas 0 148 0,84 141       
Todas 2 146 0,80 150       
Todas 80 68 0,92 101 52 0,90 115 16 0,84 154 
Mostos 0 43 0,76 93       
Mostos 2 41 0,88 67 33 0,91 61 8 0,78 93 
Vinos 0 103 0,77 143       
Vinos 42 61 0,91 91 47 0,87 115 14 0,76 157 
6.2.1.1.4. Validación externa de la Zona 2. 
Al igual que para la Zona 1, se hizo una validación externa usando los valores predichos por el método 
y los valores de referencia, resultando lo siguiente: 
Tabla 10. Error de la validación de la Zona 2. 
 
 
En este caso, se obtienen también errores menores al 20% en la validación, pero hay que resaltar que, 
en comparación a los resultados obtenidos para la Zona 1, en la Zona 2 el error es aproximadamente 
un 6% más en cada caso. 
Hay que tener en cuenta que para la Zona 1 se está calibrando en un rango de 300 cm-1, mientras que 
en la Zona 2 se ajustan los datos a frecuencias que se encuentran entre un rango de 1250 cm-1, con lo 
cual, este aumento del error puede ser debido al mayor número de datos tomado en esta zona. El hecho 
de usar un mayor número de datos, efectivamente eleva los errores, pero a la vez también hace que la 
calibración sea más robusta. 
Al igual que para la Zona 1, en este error entra el cometido mediante el método de HPLC. 
Tipo de 
muestras 
Todas Mostos Vinos 
e (%) 16,5 18 16,2 
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6.2.1.2. Ácido láctico. 
Para este ácido solamente se obtuvieron buenos resultados en una zona del espectro, que coincidió con 
la Zona 1 del ácido málico: 1153,28-1465,71 cm-1.  
6.2.1.2.1. Pruebas previas y resultados obtenidos. 
Al igual que para el ácido málico, antes de llevar a cabo una calibración definitiva se realizaron varias 
pruebas, dejando fuera los vinos Pedro Ximénez desde un primer momento ya que no se ajustaban al 
conjunto de datos. 
Partiendo del resto de muestras, en un primer ajuste se obtuvo un R2 de 0,67 y un RMSEC de 264 ppm 
como puede observarse en la figura 33: 
 
Figura 33. Prueba de calibración para el ácido láctico. 
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Figura 34. Representación de los valores en el espacio factorial para la prueba del ácido láctico. 
A la vista de las representaciones anteriores, pueden destacarse dos cosas: en la figura 33 pueden 
diferenciarse en la zona baja muestras que se agrupan correspondientes a bajas concentraciones de 
ácido láctico, quedando en la zona superior las de altas concentraciones. Por otro lado, con la figura 34 
podemos observar una muestra anómala, que se eliminó, recalculándose el ajuste (figura 35 y figura 
A32 del Anexo IV) y obteniéndose prácticamente el mismo resultado:  
 
Figura 35. Prueba de calibración para el ácido láctico sin el outlier detectado. 
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Partiendo del resultado anterior, haciendo un ajuste para las muestras cuya concentración fuese menor 
a 230 ppm (muestras marcadas en la figura 35) se obtuvo un 0,47 de R2 y un RMSEC de 31 ppm para 
25 muestras (Anexo IV, figura A33). 
 
Figura 36. Representación de los valores en el espacio factorial para la prueba del ácido láctico a 
bajas concentraciones. 
En la figura 36 pueden verse arriba a la izquierda dos muestras que podrían ser anómalas, por lo que 
se recalculó de nuevo, mejorando el ajuste con un R2 de 0,62 y disminuyendo el RMSEC a 22 ppm 
(Anexo IV, figuras A34 y A35). 
Seguidamente se hizo la prueba complementaria, partiendo de las muestras desmarcadas de la figura 
35, para 77 muestras cuya concentración de ácido láctico era mayor de 230 ppm, obteniendo un R2 de 
0,65 (Anexo IV, figuras A36 y A37) y un RMSEC de 239 ppm. Se probó a desechar los outliers que el 
programa localizó, quedando 53 muestras para el análisis y resultando un peor ajuste, con un R2 de 
0,63 y no variando apenas el RMSEC (232 ppm) como puede observarse en las figuras A38 y A39 del 
Anexo IV. 
A continuación se comenzó con las calibraciones oportunas, en primer lugar para todas las muestras, 
con 76 muestras para la calibración y 25 para la validación, obteniendo como puede verse en la figura 
37 un 0,76 de R2 y 227 ppm de RMSEC (representación de los valores en el Anexo IV, figura A40), 
resultando para la validación un R2 de 0,61 y un RMSEP de 295 ppm. 
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Figura 37. Calibración para el ácido láctico con todas las muestras. 
A la vista de las pruebas llevadas a cabo con anterioridad, se calibraron las zonas de baja y alta 
concentración por separado. 
Para el caso de las muestras a bajas concentraciones, con 13 muestras para la calibración, se obtuvo un 
R2 del 0,99 y un RMSEC de tan solo 2,4 ppm, y con 7 muestras para la validación el R2 fue de un 
0,68% y el RMSEP de 21 ppm. Los resultados obtenidos se contemplan en las figuras A41 y A42 del 
Anexo IV. 
Por otra parte, para las muestras de altas concentraciones, con 59 muestras para la calibración y 18 
para la validación resultó un R2cal de 0,63, un RMSEC de 248 ppm, un R2val de 0,35 y un RMSEP de 
336 ppm (figuras A43 y A44 del Anexo IV).  
Finalmente se recalculó la calibración para las muestras de altas concentraciones pero eliminando los 
outliers que el programa localizó, mejorando el ajuste con 0,70 de R2 y un RMSEC de 205 ppm, 
obteniendo para la validación un R2 de 0,33 y el RMSEP de 316 ppm (figuras A45 y A46 del Anexo 
IV). 
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Tabla 11. Resultados obtenidos en las pruebas previas, y en la calibración y validación de los datos 
para el ácido láctico. 
Pruebas Calibración y validación 
Tipo de 
muestras 









Todas 0 102 0,67 264       
Todas 1 101 0,67 263 76 0,76 228 25 0,61 295 
Baja 
conc. 
0 25 0,47 31       
Baja 
conc. 
5 20 0,62 22 13 0,99 2,4 7 0,68 21 
Alta 
conc. 
0 77 0,65 239 59 0,63 248 18 0,35 336 
Alta 
conc. 
24 53 0,63 232 41 0,7 205 12 0,33 316 
6.2.1.2.2. Validación externa. 
Al igual que para el ácido málico, se llevó a cabo una validación externa usando los valores 
predichos por el método y los valores de referencia. En este caso, ante peores ajustes obtenidos al 
principio, ha de justificarse el uso de dividir la calibración en altas y bajas concentraciones ya que, 
en un primer cálculo del error, mediante el promedio de los errores obtenidos que aparecen en la 
siguiente tabla, se obtuvo un 40,1%. A la vista de los resultados, se detectaron errores muy altos 
que coincidieron con muestras de vinos tintos jóvenes, cuya concentración de ácido láctico era 
muy baja. Por esto, se probó a recalcular el error exceptuando estas muestras, con lo que se obtuvo 
un 20,2% de error.  
Se comprobó, por tanto, que eran necesarios dos ajustes independientes, separando las muestras de 
baja concentración de ácido láctico de aquellas que contenían mayor concentración. Esto, está 
directamente relacionado con el desarrollo de la fermentación maloláctica en las muestras: para 
aquellas que contienen baja concentración, tendremos muestras con probablemente más ácido 
málico ya que se encuentran a inicios de la fermentación. En cambio, las muestras que hayan 
sufrido o estén llevando a cabo la FML presentarán valores mucho más elevados de ácido láctico. 
Con esto pueden diferenciarse mostos y vinos jóvenes de vinos crianzas en función del desarrollo 
de la fermentación maloláctica que hayan o estén sufriendo. 
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Conc. AL    
real (ppm) 
Error (%) 
APT-M10CST20b 547,5 124,7 125,8 
DPT-M10CST20a 493,5 172,8 96,3 
VB-Xb 306,0 405,7 28,0 
VB-Yb 590,5 560,9 5,1 
VB-Za 302,7 392,2 25,8 
VBB-65 760,9 519,6 37,7 
VBC-99 569,6 155,2 114,3 
VB-Db 320,6 333,2 3,8 
VBE-38 735,3 498,3 38,4 
VTB-44 1338,0 1202,6 10,7 
VTB-48 655,3 494,1 28,1 
VTB-54 1744,0 1228,2 34,7 
VTB-63 956,2 1244,6 26,2 
VTC-74 1451,2 1208,6 18,2 
VTC-79 894,5 1213,7 30,3 
VTC-84 426,8 445,7 4,3 
VTC-94 1123,1 1307,0 15,1 
VTE-10 852,6 1054,9 21,2 
VTE-14 1677,4 1465,9 13,5 
VTE-27 1523,4 822,6 59,7 
VTE-30 770,0 754,8 2,0 
VT-M10CST20a. 558,7 215,0 88,9 
VT-M20CSTT1. 321,0 126,3 87,1 
VT-M20PVT20a. 319,4 117,8 92,2 
VT-TeT20b. 249,6 185,8 29,3 
Tabla 13. Error en la validación del ácido láctico. 
 
 
*Es el error con todas las muestras, si se tiene en cuenta la justificación anterior y el cálculo realizado 
sería de un 20,2%. 
Tipo de 
muestras 
Todas Baja conc. Alta conc. 
e (%) 40,1* 13,5 20 
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Para el ácido láctico, se obtienen errores similares al ácido málico, es decir, errores que no superan el 
20% aunque los ajustes son más pobres. Esto se debe a que para dicho ácido tenemos menos muestras 
y además las concentraciones son generalmente bajas. Esto provoca que la medida en el IR contenga 
más error.  
6.2.2. Relación de los resultados con la fermentación maloláctica. 
Teniendo en cuenta los resultados descritos anteriormente se puede decir que, además de desarrollar 
un método mediante el cual se caractericen vinos según su concentración de ácido málico y ácido 
láctico, se puede extraer información adicional acerca de uno de los procesos de interés que tienen 
lugar en la elaboración de vinos: la fermentación maloláctica. 
Como se ha podido comprobar, en ambos ácidos se presentaba un problema destacable debido a las 
diferencias entre las matrices de las muestras, lo cual está relacionado directamente con dicha 
fermentación.  
En el caso del ácido málico, se observaba un conjunto de muestras (mostos) completamente agrupado 
y separado de los vinos. Como se ha explicado, conforme un mosto fermenta y hasta llegar a elaborar 
un vino, éste sufre una serie de modificaciones, siendo una de ellas la fermentación del ácido málico 
en ácido láctico. 
Por ello, con este método, podría cubrirse además la necesidad de conocer en qué etapa se encuentra 
nuestro producto, porque puede ser o no deseable que tenga lugar esta fermentación, y con éste cabe la 
posibilidad de frenarla si fuese necesario. Si se determina que la concentración de ácido málico es 
elevada, sabremos que se trata de un mosto o un vino joven. Si por el contrario se cuantifica una alta 
concentración de ácido láctico, probablemente nuestro vino tenga algún tipo de crianza, habiendo 
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6.2.3. Comparación con el método de referencia [3]. 
Tabla 14. Comparación entre el FTIR y el HPLC. 
Método FTIR HPLC con detector de conductividad 
Rápido (1 min/muestra) Lento (50 min/muestra) 
Menos reactivos à Bajo impacto ecológico Más reactivos à Alto impacto ecológico 
No tratamiento previo de muestras (excepto 
aquellas más sucias) 
Requiere tratamiento previo à deben filtrarse 
todas las muestras 
Operaciones de limpieza à 6 min/100 muestras Operaciones de limpieza à 10 min/100 muestras 
Volumen de muestra mayor à 7 mL por análisis.                                                     
Volumen inyectado à 7 mL 
Volumen de muestra menor à 1 mL por análisis.                
Volumen inyectado à 40 µL 
Resultados dependen de un método de referencia. Resultados más exactos. 
Mucha información en muy poco tiempo. Requiere largos tiempos. 
Limitado para medidas de parámetros con baja 
concentración. 
Puede medir parámetros con baja concentración. 
Coste del instrumento caro à 70000 € Coste del instrumento menos caro à 45000 € 
Coste de mantenimiento bajo à 750 €/año Coste de mantenimiento alto à 3000 €/año 
Coste del análisis efectivo à 0,75 €/muestra* Coste del análisis caro à 10 €/muestra* 
* Incluyendo disolventes, filtros y viales. 
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7. Conclusiones. 
En función de los resultados expuestos anteriormente, pueden extraerse las siguientes conclusiones 
acerca de la caracterización de los vinos llevada a cabo: 
• El FTIR puede usarse para cuantificar los siguientes ácidos orgánicos en vinos procedentes de 
clima cálido: 
o Ácido málico. 
o Ácido láctico. 
• Es necesario el estudio de intervalos del espectro infrarrojo para cada ácido por separado: 
o Se encontraron dos zonas del espectro con las que se obtuvo buena correlación para el 
ácido málico. 
o Para el ácido láctico solo una zona produjo resultados aceptables. 
• Los rangos de concentración de las muestras de ambos ácidos provocaron diferencias en las 
calibraciones llevadas a cabo, siendo necesarias separaciones: 
o Para el ácido málico, se proponen dos zonas de estudio:  
§ Mostos. 
§ Vinos. 
o Para el ácido láctico, se necesita una clasificación distinta según tengamos muestras 
con concentraciones de ácido láctico de: 
§ Baja concentración. 
§ Alta concentración. 
• Se validaron los modelos desarrollados, observándose variaciones según la naturaleza de las 
muestras estudiadas. 
• Mediante los modelos desarrollados puede obtenerse información directa acerca de la 
fermentación maloláctica, un fenómeno interesante en la elaboración de vinos. 
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9. Anexos. 
Anexo I: Espectros IR. 
 
Figura A1. Espectros IR de mostos. 



































Figura A2. Espectros IR vino blanco. 
 
 





































	   54	  
 
Figura A4. Espectros IR vinos comerciales. 
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Figura A5. Espectros IR varios 1. 
	   56	  
 
Figura A6. Espectros IR varios 2. 
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Anexo II: Resultados del análisis de datos multivariante para el ácido málico en la 
Zona 1: 
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Figura A9. Representación de los valores en el espacio factorial de las muestras para la 
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Figura A11. Representación de los valores en el espacio factorial de los mostos para la prueba 
para el ácido málico. 
 
 
Figura A12. Representación de los valores en el espacio factorial de los mostos sin outliers 
para la prueba para el ácido málico. 
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Figura A13. Prueba de calibración para los mostos sin outliers para el ácido málico. 
 
 
Figura A14. Representación de los valores en el espacio factorial de los vinos para la prueba 
para el ácido málico. 
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Figura A15. Representación de los valores en el espacio factorial de los vinos sin outliers para 
la prueba para el ácido málico. 
 
Figura A16. Prueba de calibración para los vinos sin outliers para el ácido málico. 
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Figura A17. Calibración para el ácido málico sin outliers. 
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Anexo III: Resultados del análisis de datos multivariante para el ácido málico en la 
Zona 2: 
 
Figura A18. Prueba de calibración para todas las muestras para el ácido málico. 
 Figura A19. Representación de los valores en el espacio factorial para la prueba para el ácido 
málico sin Pedro Ximénez. 
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Figura A20. Prueba de calibración para el ácido málico sin Pedro Ximénez. 
 
 
Figura A21. Representación de los valores en el espacio factorial para la prueba del ácido 
málico sin outliers. 
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Figura A22. Prueba de calibración para el ácido málico sin outliers. 
 
Figura A23. Representación de los valores en el espacio factorial para la prueba con los 
mostos para el ácido málico. 
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Figura A24. Representación de los valores en el espacio factorial para la prueba de los mostos 
sin outliers para el ácido málico. 
 
 
Figura A25. Prueba de calibración para los mostos para el ácido málico sin outliers. 
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Figura A26. Representación de los valores en el espacio factorial de la prueba para los vinos 
para el ácido málico. 
 
Figura A27. Prueba de calibración de los vinos del ácido málico. 
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Figura A28. Representación de los valores en el espacio factorial para la prueba con los vinos 
sin outliers para el ácido málico. 
 
Figura A29. Representación de los valores en el espacio factorial para los mostos sin outliers 
para el ácido málico. 
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Figura A30. Representación de los valores en el espacio factorial para los mostos sin outliers 
para el ácido málico. 
 
Figura A31. Representación de los valores en el espacio factorial para los vinos sin outliers 
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Anexo IV: Resultados del análisis de datos multivariante para el ácido láctico. 
 
Figura A32. Representación de los valores en el espacio factorial para la prueba del ácido 




Figura A33. Prueba de calibración para muestras de baja concentración de ácido láctico. 
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Figura A34. Representación de los valores en el espacio factorial para la prueba de las 




Figura A35. Prueba de calibración para muestras de baja concentración de ácido láctico sin 
outliers. 
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Figura A36. Representación de los valores en el espacio factorial para la prueba de las 
muestras de alta concentración de ácido láctico. 
 
 
Figura A37. Prueba de calibración para muestras de alta concentración de ácido láctico. 
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Figura A38. Representación de los valores en el espacio factorial para la prueba de las 
muestras de alta concentración de ácido láctico sin outliers. 
 
 
Figura A39. Prueba de calibración para muestras de alta concentración de ácido láctico sin 
outliers. 
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Figura A40. Representación de los valores en el espacio factorial de las muestras de ácido 
láctico. 
 
Figura A41. Representación de los valores en el espacio factorial de las muestras de baja 
concentración de ácido láctico. 
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Figura A42. Calibración para las muestras de baja concentración de ácido láctico. 
 
 
Figura A43. Representación de los valores en el espacio factorial de las muestras de alta 
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Figura A44. Calibración para las muestras de alta concentración de ácido láctico. 
 
Figura A45. Representación de los valores en el espacio factorial de las muestras de alta 
concentración de ácido láctico sin outliers. 
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Figura A46. Calibración para las muestras de alta concentración de ácido láctico sin outliers. 
 
